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により、酵素反応を電位駆動できることが知られており 11、酵素を電極材料として用いたセンサ 11 やバイ






定安定性の高い酵素バイオセンサの構築について研究した。２章１節では、市販されている 100 nm 四
方のグラフェンをグラッシーカーボン上に滴下乾燥するのみで、ビリルビンオキシダーゼ(BOD)への直
接電子移動(DET)に好適なナノ構造電極を構築できることを見出した。低い検出限界を有する酵素セ
ンサを構築する際、シグナルノイズ(S/N)比を考慮する必要がある。グラフェンは BOD への DET を促進
することが知られたナノカーボン材料の一つである。しかし、DET 型 BOD 修飾電極のほとんどがバイオ






流路型薬物代謝センサを開発した。CYP は BOD に比べてサイズが大きい酵素であり、酵素の活性中
心がタンパク殻の奥深くに埋め込まれているため、DET は困難であった。吉岡らは、市販の多結晶 ITO
電極が CYP への DET に適した表面ナノ凹凸と表面負電荷を有しており、簡便な物理吸着法（ドロップ
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ぞの構造も進化してきた。図 1 の様に、これまでに開発されてきた酵素センサは、三世代に分類される。 
 
 





グルコース + GODox → グルコノラクトン + 
GODred 









GOD を用いたバイオセンサにおいて、O2 は GOD の活性中心であるフラビンを還元体から酸化体に
戻す役割を有している。この O2 の役割を、他のレドックス種（フェリシアニド、フェロセン等）のメディエー





図 1 各世代の酵素バイオセンサの検出メカニズム 
図 2 世界で初めて開発されたバイオセンサ 1 












ス中心とナノ構造電極表面の近接効果（ワイヤー効果）による DET 促進が報告されている 7。 











素の一種であり、ビリルビン 8 や酸素検出 9 のほか
バイオ燃料電池のカソード極（溶存酸素還元触媒）
10 としての応用がなされている。図 3 に BOD の構
造を示す。BOD 内部には光学的および磁気的性
質により 3 種類に分類された４個の銅原子が組み
込まれており、それぞれ Type 1 (T1), Type 2 (T2) 
および Type 3(T3) の Cu が 1:1:2 の割合で含まれ
ている。T1 Cu は基質(ビリルビン)の酸化を担う部
位であり、ここから得られた電子が T2, T3 Cu に渡
され、O2 の 4 電子還元が進行することで H2O が生
じる 11-12。BOD は、サイズの一辺が 5 nm と小さく
(5x8x14 nm, PDB:2XLL)、酵素表面から活性点
までの距離は 14Åと短いため 13、比較的 DET が
起こり易い酵素であることが知られている。等電点
は 4.1 であり 14、一般に BOD が活性を示す中性条件では、BOD は負電荷に帯電しているため、正電荷
を有する材料(poly-L-lysine など)に吸着しやすいことが報告されている 15。 
BOD の DET 特性に関する先行研究 




率な DET と BOD 大量担持法の開発が必要である。辻村らは DET の高効率化に向け、金電極、白金
電極、および炭素電極として代表的なグラッシーカーボン(GC)電極、エッジ面およびベーサル面高配
向熱分解グラファイト (edge-HOPG, basal-HOPG)電極、ならびにプラスチックフォームドカーボン(PFC)
電極上に吸着した BOD の DET 特性を比較した。その結果、カーボン電極上では DET による O2 還元
電流が観測されたが、金属電極上では観測されなかった。また、特にエッジ面の配向率が高い電極ほ
ど、BOD の O2 還元触媒活性が高いことを見出した 16。 
これらの知見をもとに、極めて比表面積の高い微細構造を持つカーボン材料であるカーボンナノチュ
ーブ(CNT) 17-19、カーボンナノファイバー(CNF) 20, グラフェン 21-24、カーボンクライオゲル 25-26 およびそ
れらを混合したハイブリッド材料 27 のほか、トップダウン構築により作製したナノオーダーのとげ状構造を
有するカーボン薄膜電極 28 を足場とした BOD への DET が研究されてきた。なかでもグラフェンは、比
表面積が極めて広く（単層の場合 2,630 m2/g）、CNT に比べてエッジ面が豊富に存在するため、DET
型酵素デバイス構築素子として利用されてきた 29。しかしながら、グラフェンを用いた DET 型 BOD 修飾
電極系の報告は極めて少ない 21, 23-24。Filip らは、グラフェン酸化物(GO)と BOD を GC 電極上に共修飾
したのち、所定の溶液中で負電位（-1,300 mV vs. Ag/AgCl）を印加することで、BOD を失活させずに
GO を電解還元できることを見出し、BOD への DET による O2 還元電流(~46 μA cm-2)を観測した 21。さら
に、一辺の大きさが 200-600 nm の小さな GO を利用することで、O2 還元電流を 2.7 倍大きくなることを見
出した。これは、グラフェン酸化物のエッジに BOD が吸着しやすいカルボキシ基があるためと推測され
図 3 ビリルビンオキシダーゼの分子構造 
PBD: 2XLL 
(TNC: Trinuclear cluster, T2 および T3 サイトの
総称 
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30、グラフェンが小さくなるほどエッジの割合が大きくなるためと考えられる。実際、GO を電解還元してか
ら BOD を修飾した場合は O2 還元電流がほとんど観測されなかったが(2.6 μA cm-2)、これは電解還元に
よりエッジ面のカルボキシ基が消失しているためと考えられる。最近、Bari らは GC 電極上に電着還元し
た GO にアリルジアゾニウム誘導体を修飾し BOD 吸着を促進することで、比較的大きな DET による O2










ボン材料を用いて BOD 修飾電極を構築し、グラフェンを用いた電極との比較をおこなった、 
 
  




購入した 0.05 μg μL-1 グラフェン分散溶液 1.0 mL を（PureSheetTM (MONO), ~10,000 nm2, 
Nanointegris Inc.）を遠心濃縮 (21,500×g, 30 min)し、目的濃度(≦5 μg μL-1)に応じて異なる体積の上
澄み液を取り除くことで調製した。 
グラフェン修飾 GC 電極の作製 
GC プレート電極(BAS, Tokyo)の電極面に、直径 2 mm の穴をあけた絶縁性のダイシングテープ
（Denka, Tokyo）を貼り付け、裏側に穴のあいてない同テープを貼り付けることで電極面積を規定した。
電極上に、種々の濃度のグラフェン分散溶液 10 μL を滴下し、室温で乾燥させることでグラフェン修飾
GC 電極を作製した。比較として、カーボンブラック（平均粒径 110 nm, Aquablack001, 東海カーボン）お
よびグラファイトパウダー(平均粒径 3 μm, BAS)を同質量修飾した GC 電極を、同様の方法で作製した。 
グラフェン修飾 GC 電極のナノ構造観察 
作製した電極表面の表面構造を電界放出形走査電子顕微鏡 (FE-SEM)により観察した。 
顕微ラマン分光器（DXR Raman Microscope）によりグラフェン修飾 GC 電極のラマンスペクトルを取得
し、グラフェンのナノ構造に関する情報を取得した。ラマン分光測定結果の比較のため、同条件にてGC
電極、エッジ面配向 HOPG(edge-HOPG)電極 (BAS, Tokyo)、ならびにベーサル面配向 HOPG 
(basal-HOPG)電極(BAS, Tokyo)のラマンスペクトルも取得した。 
グラフェン修飾 GC 電極への BOD 修飾 
BOD (BO “Amano” 3, Amano Enzyme Inc.)を適量秤量し、0.1 M リン酸緩衝液( pH=7.0)に溶解するこ
とで、1 μg μL-1 の BOD 水溶液を調整した。この溶液 10 μL を、作製したグラフェン修飾 GC 電極上に滴
下し、室温・密閉下で 60 min 静置した後、BOD を含まない同緩衝液にて洗浄した。 
 
グラフェン修飾 GC 電極の電気化学特性 
絶縁テープからはみ出た基板を、金薄膜を介してポテンシオスタット(Model CHI760B, CHI 
instruments)に接続し、これを作用電極とした。参照電極は銀塩化銀 (Ag/AgCl)電極(BAS, Tokyo)、対
向電極は白金巻き線(田中貴金属, 東京)とした。 
キャパシタンスは、作製したグラフェン修飾 GC 電極（BOD 修飾無し）を用いて、サイクリックボルタンメト
リー(CV)測定を行うことで算出した。溶液は 1 M 塩化カリウム(KCl)水溶液、走査速度は 10 mV/s, 電
位走査範囲は 0 V からポジティブスキャンして+0.5 V で折り返し、0 V で終了した。キャパシタンスは以
下の式により算出した。 
ܥ ൌ ݅ୟ െ ݅௖2ݒ  
ここで C はキャパシタンス、݅ୟ, ݅௖は 0.25 V vs. Ag/AgCl におけるアノード電流とカソード電流、v は走
査速度である。 
BOD-グラフェン修飾 GC 電極を用いた DET 特性についても、CV 測定により検討した。具体的には、
未脱気のりん酸緩衝液(0.1 M, pH=7.0)に BOD 修飾を浸し、走査速度を 20 mV/s, +0.7 V を初期電位、
0 V を折り返し電位とした CV 測定を行い、BOD が触媒する溶存酸素還元に伴う DET により、電極から
BOD に流れる還元電流を検出した。 
  




NanoIntegris 社のテクニカルデータシートによると、今回用いたグラフェンは面積が 10,000 
nm2、厚みが 2 nm 以下(グラフェンの 95 %が 3 層以下)である。したがって、グラフェン修飾
量が少ないときは、グラフェンのベーサル面が GC 電極面に貼りつくように配向し、修飾量が
多くなるにつれて、多層修飾されたグラフェン間にナノオーダーの隙間ができると考えるのが
自然である。そこで、BOD の DET に適したナノ構造を見つけるため、グラフェン修飾量が
BOD への DET に与える影響を検討した。本系で用いた GC 電極のみかけの面積は 0.0314 cm2
であり、全てのグラフェンが２層であると仮定すると、グラフェンの理論表面積は 658 m2/g
である。したがって、電極を被覆するのに必要なグラフェン量は 4.78 ng と算出される。一方、
修飾に用いたグラフェン水溶液の濃度は 0.05 μg μL-1 から 5μg μL-1 であり、滴下したグラフェ





れなかった。これは、GC 電極上では BOD への DET が低効率であることを示している。一方
で、グラフェン濃度が 1 μg μL-1（修飾量 10 μg）以上で、BOD への DET と連動した溶存酸素
の還元電流が観測された。いずれの場合においても、+0.5 V から還元電流の立ち上がりが観察
され、+0.3 V 付近で電流が飽和した。図 4(b)は+0.1 V における還元電流値をグラフェン修飾量
に対してプロットした図である。還元電流値は、グラフェン濃度が 2 μg μL-1 までは指数関数
的に増加し、それ以上の修飾量では飽和した。いずれのグラフェン修飾量においても BOD 修
飾量は一定 (1μg μL-1)であることから、修飾量が 2μg μL-1 以上では、ほぼ全ての BOD が触媒
反応に寄与していると考えられ、BOD 修飾 GC 電極と比較して 74 倍の触媒電流が生じた。こ
の結果から、グラフェン修飾量を制御することで、BOD のレドックス中心と電極が近接する
ようにナノ構造を最適化できることがわかった。つまり、グラフェン修飾量が 2μg μL-1 のとき、
図 4 (a) BOD への DET 効率の評価を目的としたサイクリックボルタンメトリー測定結果のグラフ
ェン濃度依存性。グラフェン溶液滴下量, 10 μL; BOD 修飾はいずれの方法でも同様; 走査速度: 20 
mV s-1. (b) 溶存酸素還元電流値（@ +0.1 V vs. Ag/AgCl）のグラフェン濃度依存性。 







引き起こす。実際、グラフェン濃度が 2 μg μL-1 のとき、キャパシタンスは GC 電極の 2 倍程
度（36.5 μF cm-2）である一方、5 μg μL-1 のときは 119 倍（2110 μF cm-2）に急増した。したが
って、修飾に用いるグラフェン濃度は 2 μg μL-1 が最適と考えられる。以降の実験では、この
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ナノ構造評価 
図 5 は(a) GC 電極と(b)2Gr/GC 電極の FE-SEM 像である。GC 電極は極めてスムースな表面イメー
ジが得られた。一方で、2Gr/GC 電極の表面形状は極めて粗い。その表面には径が 1 μm以下の物質が
細かく分散しているのが分かる。Nanointegris 社から示されている AFM データによると、グラフェンの面




る Sodium Cholate が用いられているため 32、おそらくこのグラフェン分散溶液でも同等あるいは類似の







図 5 FE-SEM 像: (a) 未修飾 GC 電極、(b) 2 Gr/GC 電極; 加速電圧: 5.0 kV 
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図 6 は GC、edge-HOPG、basal-HOPG ならびに 2Gr/GC 電極のラマンスペクトルである。グラフェンの
ラマンスペクトルでは~1350, ~1580 および~2700 cm-1 の位置に３つの明瞭なピークが現れることが知ら
れており、それぞれ D, G, 2D バンドと呼ばれる 33。GC 電極はグラフェンと同様、これら３つのピークが観
察されており、既報と同じ結果である 34。したがって、2Gr/GC 電極はグラフェンだけでなく下地の GC 由
来のラマンスペクトルが重畳した結果が得られており、グラフェンのみのキャラクタリゼーションが困難で
ある。それにもかかわらず、グラフェン修飾前後で G バンドのシャープ化ならびに D バンドに対する相対
強度の増加が観察された。G バンドのピークはカーボンの sp2 結合の面内振動に相当することから、この
結果は GC 電極上のグラフェンの存在を意味している。さらに、2D バンドはグラフェン層数と関連がある
ことが知られており、層数が多いほどより大きな波数にブルーシフトすることが知られている 33。Graf らは、
本研究同様 532 nm のレーザーをプローブとして用いたとき、単層グラフェンの 2D ピークの位置が
2678.8 ±1.0 cm-1 であり、層数が増えると basal-HOPG の 2D バンドの波数までブルーシフトすることを





図 6 各カーボン材料のラマンスペクトル測定結果 
上から順に GC 電極、edge-HOPG 電極、basal-HOPG 電極、および 2Gr/GC 電極 
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他のカーボン材料修飾電極との DET 特性比較 
グラフェンが BOD に対して示す DET 特性を特徴づけるため、他の微細な粒径を有するカーボン材
料を同質量修飾した GC 電極の DET 電流とキャパシタンス（ノイズの指標）について検討した。図 7 は各
カーボン材料修飾 GC 電極での DET による BOD 触媒電流（溶存酸素還元電流）を黒棒、それぞれの
キャパシタンスを白棒で示したグラフである。前述の通り、2Gr/GC 電極では GC 電極に比べて DET によ
る触媒電流を 74 倍促進された。一方で、カーボンブラック（CB, 平均粒径 110 nm）、ならびにグラファイ
トパウダー（GP, 平均粒径 3 μm）を修飾した GC 電極では、それぞれ GC 電極の 223, 69 倍の触媒電
流が得られ、これはグラフェン修飾時と同等あるいはそれ以上の DET 促進効果があることがわかった。
一方で、キャパシタンスに着目すると、グラフェンでは GC 電極の 2 倍程度の増加で済んでいるが、GP







図 7 微細構造を有するカーボン材料修飾 GC 電極上における電極特性:（黒棒）BOD による触媒
電流（溶存酸素還元電流値、CV 測定より図 4 と同様に算出）; (白棒) 各電極のキャパシタンス 
(BOD 未修飾時)。左から順に GC 電極、2Gr/GC 電極、カーボンブラック(110 nm)修飾 GC 電極、
およびグラファイトパウダー(~3 μm) 修飾 GC 電極。カーボン材料は、グラフェン修飾同様、全
て濃度 2 μg/μL を 10 μL 滴下することによるドロップキャスト法により作製。 
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2-2-4. 結論 





２章２節で述べるシトクロム P450 を用いた薬物代謝センシングにも応用可能であると考えられる。 
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ァミリーを形成し、アミノ酸配列の相同性が 40 %を超えるものはファミリー、55 %を超えるものはサブファ
ミリーに分類される。 
CYP分子種はヘム構造を有しており、このヘム鉄の還元により代謝反応が誘起されるため、しばしば
活性中心あるいはレドックス中心と呼ばれる。CYP と同じく脂質膜に結合したシトクロム P450 レダクター
ゼ(CPR)とシトクロム bの仲介で、還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（NADPH）により電
子が供給され、活性化される。CYPの基質特異性は比較的低く、薬物の約 95％が 5種の CYP分子種
(CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4)の働きにより代謝されることが知られている 2。 















































図 9 電気化学法による CYP 活性評価法 
図 8 現在の CYP 活性評価法 
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精製シトクロム P450 を用いたバイオセンサ 
CYPはサイズが大きく(8 nm×10 nm×13 nm; PDB: 413Q)、活性中心がタンパク質の殻に埋め込まれ






未修飾の電極への CYP吸着により DET を実現した例がいくつか報告されている(図 10(A))。CYP と
電極間のDETは、1996年にHillらによってはじめて報告された 4。Hillらは、エッジ面高配向熱分解黒
鉛(HOPG-edge)電極上で、精製したCYP101に低温(6 ℃)かつ脱気条件下で、CYP101のDETを初め
て実現した。その後、カーボンや金などの未修飾電極を用いた CYP との DETがいくつか報告された 5-6。
こうした研究を通じて、効率的な DET には酵素の吸着配向が重要なことがわかってきた。Hill らのグル
ープは、CYP101表面に存在するシステイン残基のうち、ヘム構造近傍に存在するシステイン残基
(Cys-334)以外の４つのシステイン(Cyt-58,85,136,148)を化学的に不活性なアラニンに置換することで、
CYP101 を金電極表面にヘム構造が近接するように配向吸着させ、金電極で DET を発現することに初










Dimyristoyl-L-α-phosphatidylcholine (DMPC)や、界面活性剤である Didodecyldimethylammonium 
図 10 (A)未修飾電極への CYP 吸着；(B)ポリイオンコンプレックスによる CYP の包含； (C)脂質や
界面活性剤と CYP の共吸着； (D)金電極上での自己組織化を利用した CYP 固定化；(E)荷電性ポリ
マーと CYP の交互積層による固定化(layer-by-layer)； (F) CYP-電極間の共有結合による固定化 
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bromide (DDAB)を CYPcamと共吸着させることで、可逆的なDETを初めて実現した 8。Flemingらはエッ
ジ面配向 PG電極に DDAB を修飾することで、CYPBM3のレドックス特性を検討することに成功している
9。さらに 2005年には、同構成の電極により、Bernhardt らが CYPの 2Cサブファミリーで初めて DET を




オン性あるいはアニオン性の高分子膜と CYP を、電極上に交互に積層する Layer-by-layer (LbL)法が
ある（図 10 (E)）。この手法の CYPへの応用は 1998年に Rusling らにより初めて報告されており、ポリア
ニオンとして poly(styrenesulfonate) (：PSS)や、ポリカチオンとして poly(ethylene imine) (：PEI)を、
CYPcam8 とともに、負電荷修飾した金電極上に交互に積層することで、膜厚が数 nmオーダーで制御
された修飾膜を形成し、CYPcamの DETを実現した 12。また同グループは 2003年には、ヒト CYP1A2の
DETおよび薬物代謝活性評価も行っている 13。また同年に、Fuhrらのグループにより、ポリカチオンであ






粒子等の修飾による表面のナノ構造化 21-23など、様々な方法が報告されている 1-2, 24。 




精製 CYPは非常に高価である。さらに、精製前の CYPに付着している CPRなどのタンパク質が、CYP
活性に大きな影響を与えていることが知られている 25-26。未精製のミクロソーム CYP を電極上に修飾し
DETを実現することはコスト的に有意義であるが、それを利用した薬物代謝センシングはあまり報告され
ていない。Rusling らのグループは、ポリカチオン修飾電極を用いて、ミクロソーム CYP1A2およびミクロ








ナノ構造電極を用いた DET 型 CYP3A4 バイオセンサ 
前述の通り、CYPのレドックス中心は絶縁性の脂質膜に深く埋め込まれているため、通常の平坦電極
上ではDETが生じない。一方で、ナノサイズの粗さを有する電極上において、CYPのDETが高効率化
することが知られている。Brown らは SiO2電極上に修飾された Auナノ粒子のサイズにより、cytochrome 
c レドックス中心への電子移動速度が異なることを見出した 30。この報告をもとに、Shumyantseva らは
CYPscc (CYP11A1)を用いた DET 型酵素センサを構築するため、Auナノ粒子 (~12 nm)修飾ロジウム
グラファイト電極を構築し、コレステロール (10-70 μM)のバイオセンシングに成功している 21。三重らは
スパッタ成膜した Au薄膜電極を塩酸水溶液中で処理し、金の溶解と電着を繰り返す(ORC処理)ことで
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電極表面にナノ構造を作り出した 28, 31。ORC処理前後の Au薄膜基板にナフタレンチオールを表面修
飾し、金ナノ構造が CYP3A4へのDETを高効率化することを示した 31。Xueらは、カーボンナノファイバ
ー（CNF）修飾電極を足場とした DET 型薬剤代謝センサを開発した 20。エッジ面に富むカーボンナノフ
ァイバーに UV/O3酸化処理を施し、その表面にカルボニル基を有するナノ構造を導入することで、テス
トステロンによる薬剤代謝および続くケトコナゾールによる阻害反応をセンシングすることに成功した。 

















図 11 マイクロ流体デバイスを用いた薬物代謝差分測定のコンセプト 




マイクロ流路はパタン化 pcITO基板とポリジメチルシロキサン(:PDMS, Silpot 184, 東レ・ダウコーニン
グ)を用いて形成した流路を組み合わせて作製した。PDMSとその流路形状ならびにpcITO基板の設計
図を図 11、全工程のスキームを図 12に示す。 
カッティングプロッター（Craft ROBO pro, CE5000-40-CRP、GRAPHTEC）を用いてパタン状に切り出
した Elegrip Tape（GD-60-23A, 電気化学工業）を多結晶 pcITO薄膜ガラス基板(ジオマテック、神奈川)
に貼り付け、ITOエッチング液(エスクリーン IS-3, 佐々木化学薬品）に浸し、静置した(30℃, 2.5 min)。
その後、超純水を流しながら容器中で 30 min洗浄し、テープをはがすことでパタン化 pcITO電極を作
製した。電極表面に付着したテープの粘着成分を除去するために、作製した pcITOパタン化電極をエ





より 2 mmほど内側にドリルで穴をあけた（直径 0.6 mm）。この際、平行二相流を形成して実験を行うとき
は inlet側に二つの穴をあけ、用いないときは一つだけ穴をあけた。開けた穴に FEPチューブ(BAS社
製, 内径 0.12 mm)を挿しこんだのち、PDMS と pcITO基板の十字パタンが適合するように貼り合わせ
た。 
 
図 12 多結晶 ITO 基板のエッチングパターンおよび流路形状の設計構造図 












図 13 PDMS マイクロ流体デバイスの作製工程 
図 14 金型の段差測定による PDMS 流路断面席の評価 





ある。実験操作は、pcITOパタン化基板に、ポテンシオスタット（Electrochemical Analyzer, Model 760B, 
CHInstruments）の第一作用電極端子をWL(G), 第二作用電極端子をW(C), 参照電極端子をR, 対極
端子を Cに接続した。続いて、下流側からシリンジポンプで吸引することで流路中に KCl水溶液(1 M, 
和光特級より調整)を送液した状態で、各作用電極に適切な電位を印加した（WL(G) or WR(G): -0.35 V 
vs.Ag; W(C):+0.1 V vs.Ag）。続いて、溶液入口側のチューブを Ru(NH3)63+水溶液(1 mM in 1M KCl, 
Hexaammineruthenium(Ⅲ) chloride, SIGMA ALDRICH より調整)に浸すことで流れを切り替えた。まず、
Ru(NH3)63+が W(G)に到達した段階で速やかに Ru(NH3)62+へ還元され、還元電流が立ち上がる。一方、
生じた Ru(NH3)63+がW(C)電極で酸化され、酸化電流が立ち上がる。数秒時間がたつと電極反応が平































る状態で CV測定を行い、得られた還元ピーク電流値 Ipで定常電流 Iを割った補正電流値(I/Ip)を解析
に用いた。  
図 15 Generation-Collection 法による線流速の計測 





側から、シリンジポンプを用いて吸引することで送液した。流量は 4 μL min-1とした。薬剤（テストステロン
およびケトコナゾール, 和光純薬）のメタノール溶液は、所定の量の Tris-HCl水溶液(50 mM)に溶かし
た。調整した溶液に精製 CYPおよびミクロソーム CYP を分散させる場合は、調整した薬剤水溶液で、
CYP原液を 2倍希釈し、薬剤の最終濃度が 50~250 μM となるように調製し、CYPの失活を引き起こさ
ないようメタノールの最終濃度が 2 vol. %を超えないようにした。 
送液の切り替えは、inlet側のチューブを浸している溶液を変えることで行った。送液中、WRおよび
WL電極には-0.6 V vs. Ag/AgClの電位を印加した。 
 
  
図 16 平行二相流の送液方法ならびに各溶液に含まれる化合物 












13.4 %）。図 17(b)は図 17a)の研磨後に相当する高さプロファイルである。金型研磨により、厚みが約 53 
μmの極めて平坦な金型形状となった。凸部分の中心を境とした左右の平均断面積はほぼ等しく(相対




図 17 作用電極端(上流側)の段差測定結果 (a)金型研磨前、(b)金型研磨後 
















対し、研磨後は 1 %程度あるいはそれ以下に改善した。また、図 18(d)より、流量 4 μL min-1で最も左右
の流れの均一性が高いことがわかった。実験項で述べたように、測定の信頼性に関しては、定常電流
値から得られた結果のほうが正確である。したがって、これ以降の実験は全て流量4 μL min-1で行った。 
  
図 18 Generation-Collection 法により算出した W(G)上の(a)(b)線流速、ならびに(c)(d)定
常電流の補正値の送液流量プロット図。(a)(c)金型研磨前、(b)(d)研磨後。 












図 19 色素溶液の二相流の形成の写真（流速 4 μL min-1） 




















図 20 作製したマイクロ流体デバイスを用いて検出した mCYP3A4 による薬剤代謝
反応の電気化学検出結果：(a) WR (薬剤導入側、赤線)および WL (バックグラウンド、
黒線)電極に流れた電流値； (b) 差分後の電流値 (赤線 – 黒線)。 
白領域：ブランク溶液 (1.6 μM mCYP3A4 in 25 mM Tris-HCl 緩衝液) 
ピンク領域： テストステロン溶液 (500, 50 μM in ブランク溶液) 
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図21(a)は、種々のテストステロン濃度に応じて検出された差分DET電流のミカエリス-メンテンプロット
図である。DET 電流は 250 μM まで増加し、500 μMでわずかに減少した。図 21(b)に対応するラインウ
ィーバー・バークプロットを示す。得られた近似直線 R2 = 0.939)から算出されたミカエリス定数 (KM値)




図 21 (a)ミカエリス-メンテンプロットおよび(b)ラインウィーバー・バークプロット。 
還元電流(DET 電流)が生じてから 70 秒後、10 sec おきに 8 点サンプリングした電流値から、各
サンプリング時間におけるベースライン外挿値を差分し、それらの平均値をプロットした。 
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病 3、急性・慢性下痢 4-5、膵機能不全 6、急性膵炎 7、慢性心不全 8、嚢包性線維症 6、肝硬変 9、栄養失































Medding らは、各消化器官の GI透過性を個別に評価するために、新たな糖プローブとして sucrose
と sucraloseが有用であることを報告した。Sucroseは小腸のスクラーゼ酵素により速やかに分解されるた
め、sucroseの尿中排泄量は上流側の胃・十二指腸の GI透過性を反映する 13。一方で、sucraloseは大
図 22 炎症性腸疾患患者数の年次推移 
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腸の細菌フローラによる分解に耐性を有した糖であり、いずれの消化器官においても分解されないため、
消化器官全体のGI透過性を反映する 18。したがって、従来の L/M試験や L/Rテストの結果と組み合わ
せることで、大腸の GI透過性を個別に見積もることができる。近年、Wijck らは、rhamnose, lactulose, 

















んど用いられていない。蒸発光散乱検出 (Evaporative light scattering detection: ELSD)法は、カラム溶
出駅を噴霧して移動相を蒸発除去後、溶質に光を当ててその散乱光を検出する方法で、不揮発性の
成分であれば何でも検出できる汎用検出器である。RIDと異なり、グラジエント溶出法を適用可能である
点、他成分の分離に有利である。検出限界も 1 μM と比較的高い。一方で検出原理上、塩を含む移動
相は使用できないことや、選択性の低さが課題として挙げられる。蛍光法 21や質量分析法 19による検出


































り 31、電気化学分析にも積極的に活用されている 32。例えばこれまでに、Au33, Cu34-36, Ni37-39などの金属

































図 23 RF 共スパッタ法による金属ナノ粒子埋め込みカーボン薄膜電極の作製法 

















図 24 UBM 共スパッタ法による Ni-Cu ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極の作製 









パッタさせることで、酸素や水分を Tiに吸着させた。この状態で真空度は 1.0×10-6 Pa以下となった。続









作製した薄膜表面のナノアロイ埋め込み量は、X線光電子分光(XPS)装置(Kratos, model AXIS 
Ultra, AlKα 1486.6 eV, Shimadzu)の測定結果から算出した。具体的には、Niおよび Cuの原子濃度の
和と定義した。また、ナノアロイの合金組成についても、同パラメータを用いて算出した。 
電極の表面形状を原子間力顕微鏡 (AFM, SPI4000, SII NanoTechnology Inc) により、ダイナミック
モード（スキャン速度 0.28 Hz, 256 x 256 pixels）で、空気中・室温条件下で観察した。プローブにはシリ
コンカンチレバーを用いた。 
  
表 2 各スパッタ薄膜電極の作製条件 
(*) ターゲット上にチムニーとメッシュをセット 
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糖に対する電極触媒活性の評価 
電極触媒活性はCVにより評価した。2 M NaOH水溶液を超純水で 20 倍希釈し、100 mM NaOH水
溶液を調整した。同溶液内に三電極系を構築し、作製した薄膜を作用電極、銀塩化銀電極を参照電極、
Pt巻き線を対極とした各電極を 100 mM NaOH内に浸し、CV測定を 2サイクル行った。電位走査範囲 
0 から 700 mV、走査速度を 100 mV s-1に設定し、CV測定を行った。次に、糖プローブの一つである
D-mannitol (Sigma-Aldrich, USA)を終濃度 300 μM となるように添加し、同条件で CV 測定を１サイクル
行った。糖の添加前後で得られた電流値の差を電極触媒活性の指標とした。具体的には、ポジティブス




細を図 25に示す。図 25(a)は薄膜電極、図 25(b)はフローセル用の金属バルク電極(BAS, 東京)のセッ





図 25 ラジアルフローセルへの電極セット方法： (a) 金属バルク電極、(b)薄膜電極 




アルフローセルをポンプ（Shimadzu, LC-20AD, Japan）に接続し、NaOH 水溶液 (50 mM)を(D-mannitol 
(100 μM in 50 mM NaOHaq) を流速 0.2 mL min-1で送液した。薄膜電極にポテンシオスタットを接続し、
30 min電位印加（+0.5 V vs. Ag/AgCl）したのち、D-mannitol水溶液 (100 μM in 50 mM NaOHaq)を 2 
minおきに 60回インジェクションした。サンプルボリュームは 20 μLとした。得られたピーク電流値の相対
標準偏差(Relative standard deviation: RSD)を測定安定性の指標とした。 
HPLC-EC 測定 
使用するアルカリ溶液は全て 50 w/w % NaOH水溶液 (Thermo Fisher Scientific, USA)より調製した。
また、調製したアルカリ水溶液は廃棄するまで全てアルゴンバブリングにより脱気し続けた。まず、原液
104 mLをあらかじめ脱気した超純水 896 mLに添加し、2 M 水酸化ナトリウム水溶液を調整したのち、
細孔径 0.45 μmのフィルタ(NalgeneTM Rapid-FlowTM ナイロンメンブレンフィルターユニット, Thermo 
Fischer Scientific, USA) を用いて限外濾過した。次に、脱気・限外濾過した超純水 980 mLに 2 M 
NaOHaq 20 mLを添加し、20 mM NaOHaqを調製し、これを移動相のベースとした。必要に応じて、この
溶液に硝酸ナトリウム(NaNO3)を添加し、終濃度 7 mMに調整した。これには、糖とカラムの静電相互作
用を塩添加により弱め、糖の溶離速度を調節することが目的である。 
疑似尿は文献にしたがって調製した 53。具体的には、尿素 25 g、塩化ナトリウム 9.0 g、りん酸水素二
ナトリウム（無水）2.5 g、塩化アンモニウム 3.0 g、りん酸二水素カリウム 2.5 g、クレアチニン 2.0 g、および
亜硫酸ナトリウム(無水) 3.0 gを超純水 1 Lに溶解した。 
HPLCポンプは、イソクラティックポンプ (Hitachi, Japan)を用いた。カラムは Carbopac PA20 陰イオン
交換カラム (150 mm x3 mm i.d., Dionex, USA)および対応するガードカラム (30 mm x 3 mm i.d.) を使
用した。サンプルボリュームは 10 μL とした。糖プローブ (Erythritol, L-Rhamnose, Lactulose, Sucrose, 
Sucralose)は、超純水および疑似尿に目的の 100倍濃度になるよう溶解し、試料インジェクション直前に
移動相で 100倍希釈した。 
アンペロメトリ検出を行う場合、フローセルにセットした三電極を LC-4C amperometric detector (BAS 
Inc, USA)に接続し、所定電位を印加した。 
比較として、金電極のパルスアンペロメトリー測定を行った。ラジアルフローセル用の金電極 (3 mm 
i.d., BAS, Japan)をアルミナ研磨 (0.05 μm, BAS, 東京)し、超純水で洗浄した。各電極をポテンシオス
タット(ALS/CHI 1208C, BAS, 東京)に接続した。印加したパルス電位波形を図 26に示す。 
  
図 26 金電極を用いたトリプルパルスアンペロメトリの電位波形 




作製した電極の XPS測定結果を表 3にまとめた。Electrode 1 ~ Electrode 7では、ナノ粒子埋め込み







図 27に Electrode 3の(a)HRTEM像および(b)粒径分布のヒストグラムを示す。図 27(a)より、平均粒径
3.2 nmのナノアロイ（濃色）がカーボン薄膜（淡色）に高密度に分散していることがわかった。図 27(b)より、
88 %以上が 2.5-4.0 nmの狭い粒径分布内に収まった。粒径の変動係数は 21.3 %であり、単分散
(<10 %)とはいえないものの、比較的小さいサイズで狭い粒径分布が得られた。 
  
表 3 作製した薄膜電極の XPS 測定結果 (Unit: atomic %) 
*ナノ粒子埋め込み量： (Ni + Cu) at. % 
図 27 Electrode 3 の(a) HRTEM 像（上面）および(b)粒径ヒストグラム 
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表 4は種々の電極 (Electrode 1, 3, 5, 9, 11)の HRTEM観察により得られた平均粒径を、金属濃度順
に並べた表である。粒径とカーボン中の金属濃度 (atomic %)との間に正の相関関係があり、組成には
依存しないことを見出した。また、埋め込み量を制御することで 2.5-3.6 nmの区間で調節できること、特








図 28 Electrode 9, 11, 5 の HRTEM 像 
表 4 ナノアロイ埋め込み量と粒径の関係 
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図 29 Electrode 3 断面の HAADF-STEM-EDS による元素マッピング 
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薄膜の表面形状 
Electrode 3の薄膜表面のナノ形状を AFM測定により観察した。図 30に示したように、電極表面は極
めて平坦 (表面粗さ Ra: 0.21 nm)であった。赤線上の高さプロファイル（図中下部）より、電極表面の凹








図 30 Electrode 3 の AFM 像および赤線位置における高さプロファイル（図中下部） 





細については後述する。図 31は、 (a) Niナノ粒子埋め込みカーボン薄膜電極 (Electrode 1), (b) 
Ni64Cu36ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極 (Electrode 2)、(c) Cuナノ粒子埋め込みカーボン薄膜
電極 (Electrode 7)を用いて Lactuloseを検出した際のサイクリックボルタモグラムである。なお、電極に
埋め込まれたナノ粒子量は 15-17 at. %と概ね等しい。 















図 31 (a) Electrode 1, (b)Electrode 2, (c) Electrode 7 で得られたサイクリックボルタモグラム 
黒線：10th サイクル目のバックグラウンド電流（in 100 mM NaOHaq）；赤線：500 μM Lactulose
添加後のサイクリックボルタモグラム; 走査速度: 100 mV s-1. 
































図 32 (a) Electrode 1, (b)Electrode 2, (c) Electrode 7 で得られたサイクリックボルタモグラム 
黒線：10th サイクル目のバックグラウンド電流（in 100 mM NaOHaq）；赤線：500 μM Lactulose
添加後のサイクリックボルタモグラム; 走査速度: 100 mV s-1. 
図 33 Ni-Cuナノアロイの電極触媒活性の合金組成依
存性。300 μM D-mannitol (in 0.1 M NaOHaq) 




に、D-mannitol (100 μM in 50 mM NaOHaq)の連続フローインジェクション分析により得られた酸化ピー
ク電流値を、測定回数に対してプロットした結果を示す。金電極を用いた場合は適用困難なアンペロメ
トリ（定電位測定）にもかかわらず、Ni64Cu36ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極 (Electrode 2) は極
めて高い測定安定性を示した(RSD: 4. 6%)。一方、Niナノ粒子埋め込みカーボン薄膜電極 (Electrode 
1)も優れた安定性を示したものの、電流値が徐々に減少した（RSD: 8.4 %）。また、Niバルク電極ならび



















図 34 各電極の連続フローインジェクション分析の測定結果。 
100 μM D-mannitol (in 0.1 M NaOHaq); 流速, 0.2 mL min-1; サンプルボリューム, 20 μL; 印加電位
および使用電極、図中凡例を参照。 









なるElectrode 5, 9, 10, 11の電極をHPLC検出器へと
応用した。 





（NiOOH形成電位）はほぼ等しく、Electrode 5, 11, 9
でそれぞれ 507, 503および 502 mVであった。一方、
糖添加後のピーク電流値にはわずかに差が生じ、そ






図 35 (a) Electrode 5, (b)Electrode 11, (c) 
Electrode 9 で得られたサイクリックボルタ
モグラム。黒線：10th サイクル目のバックグ
ラウンド電流（in 100 mM NaOHaq）；赤線：
500 μM Lactulose 添加後のサイクリックボル
タモグラム; 走査速度: 100 mV s-1. 
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比較対称の一つである Au-PAD 測定にむけて、CV測定により簡便に電位を最適化した。図 36は、
Lactulose添加前後の金電極におけるサイクリックボルタモグラムである。バックグラウンド測定（黒線）で











図 36 金バルク電極で得られたサイクリックボルタモグラム。黒線：2 サイクル
目のバックグラウンド電流 (in 100 mM NaOHaq); 赤線: 1 mM Lactulose 添加
後; 100 mV s-1. 
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S/N 比に対する検出電位の最適化 





め込みカーボン薄膜電極がより優れた S/N比を実現可能であった。最適電位は 0.55 Vであり、このとき
の S/N比は 449 (897 nA / 2 nA)であった。一方、Niバルク電極では、よりポジティブ電位の 0.60 Vで
S/N比が最大となり、その時の S/N比は 109 (163 nA / 1.5 nA)であった。したがって、我々が開発した
Ni/Cuナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極は、従来の Niバルク電極に比べて 50 mVネガティブな電
位で4倍優れたS/N比を実現可能であることがわかった。今回用いた薄膜電極のナノアロイ埋め込み量









図 37 S/N 比の電位依存性: 赤, Electrode 9; 青, Ni bulk 電極; 
カラム有り; 100 μM Lacatulose in 100 mM NaOHaq を 10 μL インジェクション; 
; 走査速度: 100 mV s-1. 
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標準試料を用いた HPLC-EC 測定 
次に、糖プローブの標準試料(各糖濃度: 1 μM)の HPLC-EC検出を行った。図 37(a)は、類似合金組




ナノアロイ埋め込み量が多い Electrode 5では、ピーク 2（L-rhamnose）とピーク 3(laculose)の分離度が悪
化しているものの、極めて高い感度で 1 μM以下の微量の糖を検出可能であることがわかる。実際、 
図 37(b)および(c)に示した検量線から、Electrode 5による定電位法は、Au-PADの 1000倍の感度を
示した。この検量線から算出した各電極における感度、近似直線の相関係数 R2, ならびに検出限界 
(S/N = 3)を表5にまとめた。金属バルク電極を用いた測定では検出限界がμMオーダーであるのに対し、
本研究で開発した電極は 2桁以上優れた nM オーダーの検出限界を示した。この検出限界は質量分




図 37 (a) 1 μM の糖プローブ混合物の HPLC-EC 検出および(b)NiCu ナノアロイ埋め込みカーボン
薄膜電極、(c) Ni bulk による定電位検出法、および Au-PAD 法による検量線; 
移動相, 20 mM NaOH + 7 mM NaNO3 水溶液; 流速, 0.2 mL min-1; サンプルボリューム, 10 μL;  
ピーク帰属: 1, erythritol; 2, rhamnose; 3, lactulose; 4. sucroce; 5, sucralose; *, unpurity.  




表 5 各電極における分析性能のまとめ 
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図 38 標準試料と疑似尿試料の逐次注入により得られたクロマトグラム(a) Au-PAD 法、(b)NiCu ナ
ノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極による定電位検出法。 
移動相, 20 mM NaOH + 7 mM NaNO3 水溶液; 流速, 0.2 mL min-1; サンプルボリューム, 10 μL;  
ピーク帰属: 1, erythritol; 2, rhamnose; 3, lactulose; 4. sucroce; 5, sucralose; *, unpurity.  
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 図 38では疑似尿成分と糖プローブが分離できていなかった。そこで、溶離を早める目的で移動相
に溶解させていた NaNO3を未添加に変更し、糖プローブの溶離を遅めた。図 39は、1 μMの糖プロー
ブを含む標準試料と疑似尿試料を注入した際に得られたクロマトグラムである。灰線が疑似尿サンプル、
黒線が標準サンプルに相当する。両方のクロマトグラムにおいて、同一のピーク2, 3および4が得られた。






図 39 異なる分離条件における疑似尿試料の注入により得られたクロマトグラム(a) Au-PAD 法、
(b)NiCu ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極による定電位検出法。 
移動相, 20 mM NaOH + 7 mM NaNO3 水溶液; 流速, 0.2 mL min-1; サンプルボリューム, 10 μL;  
ピーク帰属: 1, erythritol; 2, rhamnose; 3, lactulose; 4. sucroce; 5, sucralose; *, unpurity.  
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第 2 章では、ナノ構造電極と酵素間に流れる DET を利用し、極めてシンプルかつ高感度な酵素バイ
オセンサの構築について研究した。 
2-1 節では、BOD への DET 高効率化を目的とし、極めて簡便なグラフェンのドロップキャスティング法
に基づくグラフェン修飾法を開発した。GC 電極にキャストするグラフェン修飾量を変化させるだけで、キ
ャパシタンス増大を 2 倍程度に抑制しつつ、DET 電流を 74 倍促進する S/N に優れたナノ構造電極を
開発した。一方、その他のカーボン材料修飾として、CB および GP を用いた場合は DET 電流を 69 倍、
223 倍促進するが、同時にキャパシタンスも 42, 115 倍に急増した。このことから、キャパシタンスを抑制し
つつ DET を高効率化できるのはグラフェン修飾のみであることが示された。低い検出限界を達成する
必要があるバイオセンサの構築材料として、グラフェン修飾が極めて有用であることを示唆している。 
2-2 節では、表面にナノ凹凸を有する pcITO 電極と mCYP3A4 の間の高効率 DET を利用したマイク
ロ流体デバイスを設計・開発し、薬剤代謝反応のリアルタイムモニタリングに応用した。マイクロ流体デバ














定安定性を示し、Au-PAD 法よりも 2 桁以上優れた検出限界を実現した。それだけでなく、疑似尿成分
に対する当該電極の被毒耐性が、Au-PAD 法よりも優れていることがわかった。したがって、当該電極の
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